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< 

(54) Titre : METHODES DE DETECTION DE LA MALADIE DE PARKINSON 

(57) Abstract: The invention concerns methods for diagnosis or prognosis of Parkinson's disease in a subject. Said method com- 
f*s| prises steps which consist in detecting the presence or the absence of the CYP2D6-B homozygotic mutation and the GSTM1 ho- 
mozygotic deletion. The joint presence of the CYP2D6-B homozygotic mutation and the GSTM1 homozygotic deletion indicates 
that the subject may be suffering from Parkinson's disease or shows an increased risk of developing Parkinson's disease. 



(57) Abrege : Methodes de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet. Ladite methode comprend les 
etapes de detection de la presence ou de l'absence de la mutation homozygote CYP2D6-B d'une part, et de la deletion homozygote de 
GSTM1 d' autre part. La presence conjointe de la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM1 indique 
que le sujet peut etre atteint de la maladie de Parkinson ou bien presente un risque accru de developper la maladie de Parkinson. 
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METHODES DE DETECTION DE LA MALADIE DE PARKINSON 

La presente invention se rapporte a des methodes de diagnostic ou de 
pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet, dans lesquelles la presence 
conjointe de la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de 
5 GSTM1 indique que ledit sujet peut etre atteint de la maladie de Parkinson ou bien 
presente un risque accru de developper la maladie de Parkinson. La presente 
invention concerne egalement les kits de diagnostic ou de pronostic de la maladie de 
Parkinson, et les animaux double transgeniques dans le genome desquels est inseree 
une sequence d'ADN exogene genomique port ant la mutation homozygote CYP2D6- 
10 B et presentant T invalidation du gene GSTM1, leur procede d'obtention et leur 
utilisation afin de tester l'activite d'agents ou de methodes destines a prevenir et/ou 
traiter la maladie de Parkinson. 

La maladie de Parkinson est un trouble neurologique qui apparait 
generalement avec Page. Les changements neurologiques a Porigine de cette maladie 

15 sont variables et encore relativement incompris. Le trouble se developpe 
generalement de fa<jon asymetrique, debute par des tremblements dans une main ou 
une jambe, et progresse en une perte symetrique des mouvements volontaires. 
Eventuellement, le patient est frappe d'incapacite du fait de la severite des 
symptomes tels que les tremblements, la bradykinesie (pauvrete des mouvements) et 

20 la rigidite musculaire. Dans les etats les plus avances, la maladie est souvent 
accompagnee de demence. 

Jusqu'a present, le diagnostic des cas aussi bien familiaux que sporadiques de 
la maladie de Parkinson n'est generalement fait qu'apres apparition des symptomes. 
Des composes anticholinergiques, le propranolol, la primidone et la L-dopa sont alors 

25 firequemment administres afin de modifier les transmissions neuronales et ainsi 
supprimer les symptomes de la maladie. Cependant, il n'existe a ce jour aucune 
therapie permettant de stopper ou de ralentir la progression sous-jacente de la 
maladie. Or, une telle maladie progresse souvent rapidement et perturbe de 
nombreuses fonctions vitales majeures. Le temps constitue done un facteur crucial 

30 dans le choix et 1 5 administration de differentes options de traitements. 
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La difficulty a trouver une therapie s'explique notamment par le fait que 
Petiologie de la maladie de Parkinson reste largement inconnue. II y a plusieurs 
dizaines d'annees, des facteurs environnementaux ont ete tenus pour responsables de 
la pathogenese de la maladie. Cependant, Identification ces dernieres annees de 
5 mutations dans trois genes differents, l'a-synucleine, la parkine et l'hydroxylase 
ubiquitin carboxy-terminale, a permis de souligner 1 'importance des facteurs 
genetiques, du moins pour certains cas de parkinsonisme. Aujourd'hui, on pense que 
la maladie de Parkinson est certainement causee par des neurotoxines 
environnementales vis-a-vis desquelles certaines personnes ont une susceptibilite 
10 d 9 origine genetique. 

Une partie de cette susceptibilite semble notamment conferee par 1 'existence 
de polymorphismes dans le gene CYP2D6 codant pour le cytochrome P450 2D6, 
responsable de la metabolisation de differents produits et agents environnementaux, 
parmi lesquels probablement des neurotoxines tel que le MPTP, produit chimique 

15 dont Timplication dans la maladie de Parkinson est deja connue. De nombreuses 
etudes ont ainsi rapporte l'existence d'une association entre certaines mutations 
alleliques dans CYP2D6, en particulier avec l'allele CYP2D6-B (ou D6*4) qui 
presente une transition G -> A a la jonction intron 3/exon 4 qui entraine une 
deficience metabolique, et la maladie de Parkinson (Armstrong et al. ? The Lancet, 

20 1992, 339, pp.1017-8 ; Smith et al., The Lancet, 1992, 339, pp. 1375-7 ; Kurth et al., 
Am. J, of Med Genet, 1993, 48, pp. 166-8 ; Lucotte et aL, Am. J. of Med. Genet., 
1996, 67, pp. 361-5 ; McCann et al., J. of Neurol Set, 1997, 153, pp. 50-3). On 
estime aujourd'hui qu'environ 2 a 3 % des personnes de la population generale 
portent la mutation homozygote CYP2D6-B. 

i 

25 Par ailleurs, les glutathion S-transferases (GSTs), parmi lesquelles GSTM1, 

sont une famille d'enzymes dimeres egalement impliquees dans des processus de 
detoxification : elles catalysent la conjugaison entre le glutathion et des produits 
toxiques tels que les carcinogenes, les polluants et un large spectre de xenobiotiques. 
II a egalement ete montre que les personnes atteintes de la maladie de Parkinson 

30 avaient plus frequemment un genotype presentant la deletion homozygote de GSTM1 
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que les personnes non-malades (Stroombergen et al., Hum. & Exper. Toxicol, 1999, 
18, pp. 141-145). Par « deletion homozygote »de GSTM1, on entend au sens de la 
presente invention que le gene GSTM1 possede ses deux alleles mutes de telle sorte 
qu'elles sont toutes les deux non-fonctionnelles, ce qui resulte en Pabsence d'une 
5 proteine GSTM1 fonctionnelle. L'absence de cette proteine egalement impliquee dans 
des processus de detoxification constituerait egalement un facteur de susceptibilite a 
la maladie de Parkinson. On estime aujourd'hui qu'environ 50 % des personnes de la 
population generate presentent la deletion homozygote de GSTM1 . 

La presente invention repose sur la decouverte que les sujets presentant 
10 conjointement la mutation homozygote CYP2D6-B et dont le genome est 
homozygote pour la deletion de GSTM1 ont un risque accru de developper la maladie 
de Parkinson, ce risque etant superieur a celui de sujets ne presentant que la mutation 
homozygote CYP2D6-B ou bien n' etant que homozygote pour la deletion de 
GSTM1, comme rapporte dans les etudes mentionnees ci-avant. 

15 Cette decouverte est particulierement interessante car elle permet de confirmer 

et/ou de pronostiquer la severite de l'atteinte chez les patients pour lesquels la 
maladie de parkinson a deja ete diagnostiquee ainsi que Pefficacite probable des 
traitements envisages, ou encore de pronostiquer les risques d'apparition de la 
maladie chez des sujets ne presentant pas de symptomes de la maladie de Parkinson. 

20 La presente invention a ainsi pour premier objet une methode de diagnostic ou 

de pronostic la maladie de Parkinson chez un sujet. Ladite methode comprend les 
etapes de detection de la presence de la mutation homozygote CYP2D6-B d'une part, 
et de la deletion homozygote de GSTM1 d'autre part. La presence conjointe de la 
mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM1 indique 

25 que le sujet peut etre atteint par la maladie de Parkinson ou bien presente un risque 
accru de developper la maladie de Parkinson. Des sujets appropries peuvent etre 
choisis par exemple parmi : 

- les personnes qui ne presentent pas les symptomes de la maladie de 
Parkinson, 
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- les personnes chez lesquelles le risque de developper la maladie de 
Parkinson a deja ete detecte, mais qui ne presentent pas encore les symptomes 
de la maladie, et 

- les personnes qui ont prealablement ete diagnostiques comme etant atteintes 
5 de la maladie de Parkinson pour lesquelles une confirmation du diagnostic est 

souhaitee. 

Les etapes de detection, simultanee ou non 5 de la presence ou de V absence de 
la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM1 sont 
effectuees directement ou indirectement par tout moyen approprie a partir 
10 d' echantillons biologiques. 

La presente invention concerne done egalement une methode de criblage 
d 5 echantillons biologiques preleves sur des sujets, notamment des sujets ne presentant 
pas de symptomes de la maladie de Parkinson, pour detecter la presence 
d' echantillons de sujets fortement susceptibles de developper la maladie de 
15 Parkinson, ledit criblage comprenant la recherche, de maniere simultanee ou non, 
dans lesdits echantillons biologiques, de la presence conjointe de la mutation 
homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTML 

Lesdits echantillons contenant les ADN ou les proteines a identifier peuvent 
etre de diverses origines. II peut s'agir par exemple d' echantillons de sang, de sperme, 

20 de cheveux (avec leurs racines) ou de tout autre echantillon contenant des cellules 
nucleees. De preference, les echantillons biologiques analyses sont des echantillons 
de sang. Dans ce cas, l'ADN a identifier est preleve des leucocytes. Au sens de la 
presente invention, on entend par « echantillon biologique » soit des echantillons 
directement issus du sujet pour lequel on souhaite un diagnostic ou un pronostic sans 

25 autre transformation, soit des echantillons ayant subit une ou plusieurs etapes de 
preparation de fa<?on a n'en conserver qu'une fraction utile pour les etapes de 
detection, par exemple un extrait cellulaire brut. 



La detection des mutations dans CYP2D6 et GSTM1 peut 6tre effectuee soit 
par detection de la seule presence ou non de la proteine CYP2D6-B et de la presence 
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ou de l'absence de GSTM1, soit par detection de la presence ou de l'absence de 
PADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et de PADN presentant la 
deletion homozygote de GSTM1. 

Dans le cas de la detection de la proteine CYP2D6-B, on entend detecter au 
5 sens de la presente invention la proteine CYP2D6-B seulement a l'exclusion de toute 
autre forme mutee ou sauvage. Cela correspond done a un individu possedant une 
ADN comprenant la mutation homozygote CYP2D6-B. Dans toute la suite, on 
utilisera les termes de « detection de la seule presence ou non de la proteine 
CYP2D6-B ». 

Les etapes de detection des proteines CYP2D6 et de GSTM1 ou des ADN 
codant pour CYP2D6-B et GSTM1 peuvent etre effectuees selon des methodes 
directes ou indirectes bien connues de Phomme de Part. En outre, lesdites etapes de 
detection de la presence ou de l'absence des proteines CYP2D6-B et GSTM1 ou des 
ADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et presentant la deletion 
homozygote de GSTM1, peuvent egalement etre effectuees simultanement ou non 
pour chacun des deux genes. 

Si un echantillon biologique presente la proteine mutee CYP2D6-B a 
P exclusion de toute autre forme mutee ou sauvage, ou bien contient de PADN portant 
la mutation homozygote CYP2D6-B, cela signifie plus precisement que P echantillon 
20 analyse ne contient que la proteine mutante ou que PADN mutant, e'est-a-dire 
qu'aucune trace de la proteine ou de PADN sous forme sauvage ou sous une autre 
forme mutee n'a ete detectee. De meme, un echantillon correspondant a un sujet 
possedant la deletion homozygote de GSTM1 est, au sens de la presente invention, un 
echantillon dans lequel aucune trace de la proteine fonctionnelle GSTM1 n'a ete 
25 detectee. 

En ce qui concerne les techniques permettant de detecter ou d' identifier la 
presence ou l'absence des ADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et 
presentant la deletion homozygote de GSTM1, il peut s'agir par exemple de 
combinaisons des techniques de Reaction de Polymerisation en Chaine (« PGR »), de 
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« Southern Blotting », de Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction 
(« RFLP »), et/ou de sequen?age direct des produits de la PCR. Toutes ces techniques 
sont maintenant bien connues de l'homme de Part. D'une maniere generate, toutes les 
techniques d'identification des ADN codant pour CYP2D6-B et GSTM1 qui peuvent 
5 etre employees dans le cadre de la presente invention comprennent une etape 
prealable de collecte du ou des echantillons biologiques contenant les ADN a 
identifier et une etape d' extraction de l'ADN genomique selon les techniques 
standard bien connues de 1'homme de Tart, par exemple selon la methode de Smith et 
al. {The Lancet, 1992, 339, pp. 1375-7). 

10 Succinctement, II est possible d'utiliser la technique de PCR qui consiste tout 

d'abord a synthetiser des oligonucleotides complementaires de la sequence des 
regions qui delimitent le segment d'ADN a amplifier (encore appeles « amorces »). 
Ces oligonucleotides servent d' amorce a la DNA polymerase. Puis, on entreprend les 
etapes de denaturation par la chaleur (92-95 °C) pour separer les deux brins d'ADN, 

15 d'hybridation avec les deux amorces specifiques grace a un abaissement de la 
temperature (50-55°C) et d' extension des amorces avec une DNA polymerase a 70- 
72°C. 

Pour obtenir a la fois une plus grande sensibilite et une meilleure specificite, il 
est egalement possible d'effectuer deux PCR successives en utilisant deux couples 
20 d'amorces differents (« nasted PCR ») : un premier couple d'amorces externes qui 
permet d'obtenir un fragment d'ADN amplifie comme en PCR classique et un second 
couple d'amorces internes pour amplifier le fragment d'ADN obtenu de la premiere 
PCR. 

Afin de determiner l'empreinte genetique de la region souhaitee, les fragments 
25 d'ADN obtenus par PCR peuvent egalement etre separes par electrophorese selon 
leur taille et visualises grace au BET (bromure d'ethidium) et aux rayons ultraviolets. 

Une possibility particulierement interessante dans le cas present consiste a 
effectuer une PCR avec un premier « primer » ayant a son extremite 3' la sequence de 
nucleotides mutee, et un second « primer » ayant a son extremite 3' la sequence de 
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nucleotides sauvage. La difference de temperature de denaturation dans ces deux cas 5 
et en consequence d'efficacite d' amplification, permet de distinguer PADN mutant de 
PADN sauvage. 

Selon une autre alternative, les fragments d'ADN amplifies sont directement 
5 identifies par une technique de « Dot » qui consiste a deposer un echantillon des 
fragments d'ADN produits de la PCR sur un filtre de nylon, a effectuer la 
denaturation des fragments d'ADN, leur hybridation avec une sonde specifique 
radioactive, un lavage pour eliminer Pexces de produit radioactif non-fixe et la 
realisation d'un autoradiogramme. La revelation peut egalement etre faite par d'autres 
10 moyens grace a Pemploi de sondes specifiques comportant un marqueur autre que 
radioactif, par exemple un colorant ou encore un marqueur fluorescent. 

Selon une autre alternative, il est egalement possible de detecter la presence 
ou P absence de mutations des ADN codant pour CYP2D6 et GSTM1 par sequen?age 
direct de tout ou partie des fragments d'ADN amplifies. Un tel procede consiste a 
15 determiner la sequence nucleotidique au niveau des positions polymorphes des genes 
CYP2D6 et GSTM1. Le sequenfage peut etre effectue par toute methode connue de 
l'homme de Part, par exemple par la methode de Sanger ou bien par la methode de 
Maxam et Gilbert. 

Selon une autre alternative, la detection de la presence ou P absence des ADN 
portant la mutation homozygote CYP2D6-B et presentant la deletion homozygote de 
GSTM1 peut etre effectuee en utilisant la technique de « Southern Blotting » qui 
consiste a effectuer une electrophorese des fragments d'ADN obtenus apres une 
attaque par une ou plusieurs enzymes de restriction. Le gel est ensuite denature et un 
transfert est opere sur une membrane de nylon. Cette membrane est destinee a etre 
hybridee avec une sonde specifique. Apres lavage pour eliminer Pexces de produit 
radioactif non fixe, le film est applique sur la membrane. II peut ainsi etre decele une 
ou plusieurs bandes correspondant aux fragments d'ADN reconnus par la sonde. 

II est egalement possible d'utiliser la technique de la RFLP associee a la 
technique de Southern Blotting et/ou de PCR pour detecter la presence ou Pabsence 
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des mutations d'interet dans CYP2D6 et GSTM1. La RFLP permet de comparer les 
ADN de differents individus et de rechercher si des mutations ponctuelles faisant 
apparaitre ou disparaitre des sites de restriction se sont produites. Deux ADN de 
sequence identique traitees par des enzymes de restriction donneront des fragments 
5 identiques, et les Southern Blot obtenus avec ces fragments seront done identiques. 
Au contraire, si un site de restriction a disparu ou bien est apparu a la suite d'une 
mutation, les fragments n'auront plus des tailles identiques ce qui sera visible sur les 
autoradiogrammes. II en est de meme si un nouveau site de restriction est apparu a la 
suite d'une mutation. 

10 Selon la presente invention, il est egalement possible d'utiliser des methodes 

indirectes pour determiner la presence ou Pabsence des ADN portant la mutation 
homozygote CYP2D6-B et presentant la deletion homozygote de GSTM1. Par 
exemple, si on detecte CYP2D6-A, e'est que le sujet n'est pas homozygote CYP2D6- 
B, ou encore, si on detecte CYP2D6-A et CYP2D6-C, e'est que le sujet ne comporte 

1 5 pas la mutation CYP2D6-B pour aucun des deux alleles. 

Toutes les techniques decrites ci-avant sont bien connues de Phomme de Part. 
Naturellement, toute autre technique connue et egalement appropriee pour la 
detection de la presence ou de Pabsence de mutations de PADN codant pour 
CYP2D6 et GSTM1 peut etre employee. On peut a ce titre par exemple citer les 

20 techniques de « Ligase Chain Reaction », « Strand Displacement Amplification », 
« Transcription-based Amplification » etc... De fa?on avantageuse, lesdites etapes de 
detection sont effectuee par PGR, RFLP, Southern Blotting et/ou une combinaison de 
ces techniques, conformement aux methodes decrites dans la litterature (voir par 
exemple : Gough et al., Nature, 1990, 347, p.773 ; Kagimoto et al., J. Biol Chan., 

25 1990, 265, p. 17209 ; Wolf et al., The Lancet, 1990, 336, p. 1452 ; Hayashi et al., 
Nucleic Acids Res., 1991, 19, p. 4797 ; Daly et al., Pharmacogenetics, 1991, 1, p. 33 ; 
Spurr et al, Methods Enzymol, 1991, 206, p. 149 ; Armstrong et al, The Lancet, 
1992, 339, p. 1017 ; Kurth et al., Am. J. of Med. Genet., 1993, 48, p. 166; Lucotte et 
al., Am. J. of Med. Genet., 1996, 67, p. 361 ; McCann et al., J. Neurol. Sci., 1997, 

30 153, p. 50 ; Stroombergen et al., Hum. & Exper. Toxicol, 1999, 18, p. 141). 
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Selon une variante de Pinvention, il est possible de detecter la seule presence 
ou non de la proteine CYP2D6-B et la presence ou Pabsence de la proteine GSTM1 
dans les echantillons biologiques collectes. Dans ce cas, il est possible d'utiliser 
d'une part des anticorps qui se lient selectivement a CYP2D6-B et qui ne presentent 
5 essentiellement aucune liaison aux autres proteines isoformes de CYP2D6 dans les 
memes conditions, et d'autre part des anticorps qui se lient selectivement a GSTM1. 
Afin de detecter si un sujet est homozygote ou heterozygote pour CYP2D6-B, il est 
egalement possible d'employer plusieurs anticorps specifiques des differentes 
mutations de CYP2D6. 

De tels anticorps peuvent etre obtenus selon les techniques connues de 
Phomme de Part. Par exemple, les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus selon 
les techniques de Kohler et Mildstein {Nature 1975, 265, pp. 495-7). Pour ce faire, les 
proteines homozygotes CYP2D6-B et GSTM1 peuvent etre obtenues a partir d'un 
sujet homozygote pour CYP2D6-B et GSTM1. Elles sont ensuite purifiees selon la 
technique decrite par Rail et al. {Methods in EnzymoL, 1986, 128, p. 273) et utilisees 
comme immunogenes pour la production d' anticorps monoclonaux et polyclonaux. 
Selon une variante, un fragment seulement des proteines CYP2D6-B et GSTM1 peut 
etre utilise comme immunogene. 

Au sens de la presente invention, on entend par « anticorps » tous les types 
20 d'immunoglobulines, y compris les IgG, IgM, IgA, IgD et IgE. Les anticorps utilises 
peuvent etre monoclonaux ou polyclonaux. lis peuvent etre d'origine naturelle ou 
bien etre des anticorps chimeres, ou encore ils peuvent inclure des fragments 
d'anticorps tels que des fragments Fab. 

La reaction immunologique mise en jeu pour la detection de la seule presence 
25 ou non de la proteine CYP2D6-B et de la presence ou de Pabsence de la proteine 
GSTM1 consiste de maniere generale a mettre en contact les anticorps specifiques et 
des marqueurs detectables avec Pechantillon biologique. Lorsque le/les anticorps(s) 
se lie(nt) aux proteines presentes dans Pechantillon, le signal emis par le marqueur est 
modifie. La reaction immunologique et la detection du signal emis par le marqueur 



10 



15 
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peuvent etre effectives soit de fa9on homogene dans une meme solution, soit de 
fa9on heterogene. Dans ce dernier cas, le/les anticorps sont immobilises sur un 
support solide (billes, plateau. . .) et mis en contact avec une solution de Pechantillon 
biologique, puis le signal emis soit par le support solide soit par la solution est 
5 examine. Selon la presente invention, les marqueurs emettant un signal peuvent etre 
choisis parmi les marqueurs classiques bien contius de Phomme de Tart, notamment 
des marqueurs radioactifs, des marqueurs fluorescents ou encore des marqueurs 
enzymatiques. 

La encore, il est egalement possible d'utiliser des methodes indirectes pour 
10 determiner la seule presence ou non de la proteine CYP2D6-B et la presence ou 
P absence de la proteine GSTM1. De meme, la detection de la seule presence ou non 
de la proteine CYP2D6-B et la presence ou Pabsence de la proteine GSTM1 peuvent 
etre effectuees simultanement ou non. Naturellement, toute autre technique connue et 
egalement appropriee peut etre employee. II existe notamment de nombreuses 
15 variantes des tests immunologiques decrits ci-avant qui peuvent etre avantageusement 
employees. 

Toutes ces methodes de detection sont particulierement utiles car elles 
constituent la base permettant de determiner si un sujet peut etre atteint par la maladie 
de Parkinson ou bien presente un risque accru de developper la maladie de Parkinson. 

20 Ainsi, un autre objet de la presente invention concerne une methode d'analyse 

d'echantillons biologiques preleves sur un sujet qui consiste a : 

a) determiner le genotype pour CYP2D6 et GSTM1 dudit sujet, et 

b) convertir les donnees obtenues en a) afm de pronostiquer le risque dudit sujet 
de developper la maladie de Parkinson et Pefficacite de traitements 

25 therapeutiques envisageables pour cette maladie. 

Selon un autre aspect, la presente invention concerne egalement les kits de 
diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet. 

De tels kits peuvent se presenter sous forme d'un emballage compartimente de 
fa?on a recevoir differents recipients tels que par exemple des ampoules ou des tubes. 
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Chacun de ces recipients comprend les differents elements necessaires pour effectuer 
la detection de la presence ou de V absence de l'ADN portant la mutation homozygote 
CYP2D6-B et presentant la deletion homozygote de GSTM1, ou pour effectuer la 
detection de la seule presence ou non de la proteine CYP2D6-B et la presence ou 
5 T absence de la proteine GSTM1, individuellement ou melanges. Lesdits elements 
permettant d' effectuer la ou les reactions de detection sont choisis parmi ceux decrits 
ci-avant. II peut s'agir par exemple : 

d 5 amorces hybridant une region definie de CYP2D6-B, d' amorces 
hybridant une region definie de GSTM1 et eventuellement les moyens 
1 0 necessaires a la realisation d'une reaction d' amplification, 

de sondes oligonucleotidiques, eventuellement immobilisees sur un 
support et comprenant un marqueur detectable, et eventuellement les 
reactifs necessaires a la realisation d'une reaction d'hybridation, 
ou encore d'anticorps capables de se lier selectivement a GSTM1 
15 eventuellement immobilises sur un support, d'anticorps capables de se lier 

selectivement a CYP2D6-B ou a d'autres mutations de CYP2D6 
eventuellement immobilises sur un support, et eventuellement les reactifs 
necessaires a la realisation d'une reaction immunologique. 

20 Un autre objet de la presente invention est une methode de traitement de la 

maladie de Parkinson caracterisee en ce qu'elle comprend : 

-une ou plusieurs etapes, simultanees ou non, de detection de la presence conjointe de 
la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM1 chez 
un sujet, et 

25 -Padministration d'un compose, ou d'un melange de composes connus pour leur 
activite a Pencontre de la maladie de Parkinson chez un sujet presentant 
conjointement la mutation homozygote CYP2D6-B et la deletion homozygote de 
GSTM1. 

30 La presente demande est en outre relative a Putilisation d'un compose, ou 

d'un melange de composes connus pour leur activite a Pencontre de la maladie de 
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Parkinson pour la fabrication d'un medicament pour le traitement d'un sujet atteint 
par la maladie de Parkinson, chez lequel la presence conjointe de la mutation 
homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM1 a ete mise en 
evidence prealablement au traitement. 

5 Lesdits composes connus pour leur activite a Pencontre de la maladie de 

Parkinson peuvent etre la levodopa, ou encore des des inhibiteurs selectifs de la 
monoamine oxydase MAO-B, enzyme de degradation de la dopamine dans le 
cerveau, tels que rasagiline ou selegiline. lis peuvent aussi etre des inhibiteurs de la 
catechol-O methyl-transferase (COMT), eventuellement en association avec la 
10 levodopa. lis peuvent encore etre, outre la levodopa, precurseur de la dopamine, des 
agonistes dopaminergiques, tels que les produits suivants : bromocriptine , 
cabergoline, adrogolide, L-dopa, dopadose, ropinirole, pramipexole, rotigotine, 
spheramine, ou uridine. 

Les composes de Tassociation peuvent etre administres par voie orale, parenterale, 
15 transdermal ou rectale soit simultanement soit separement soit de facon etalee dans 
le temps. 

Les composes sont formules sous forme de compositions pharmaceutiques contenant 
Tassociation de un ou plusieurs composes tels que definis precedemment avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

20 Comme compositions solides pour administration orale, peuvent etre utilises des 
comprimes, des pilules, des poudres (capsules de gelatine, cachets) ou des granules. 
Dans ces compositions, les principes actifs sont melanges a un ou plusieurs diluants 
inertes, tels que amidon, cellulose, saccharose, lactose ou silice, sous courant d'argon. 
Ces compositions peuvent egalement comprendre des substances autres que les 

25 diluants, par exemple un ou plusieurs lubrifiants tels que le stearate de magnesium ou 
le talc, un colorant, un enrobage (dragees) ou un vemis. 

Comme compositions liquides pour administration orale, on peut utiliser des 
solutions, des suspensions, des emulsions, des sirops et des elixirs 
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pharmaceutiquement acceptables contenant des diluants inertes tels que l'eau, 
l'ethanol, le glycerol, les huiles vegetales ou l'huile de paraffine. Ces compositions 
peuvent comprendre des substances autres que les diluants, par exemple des produits 
mouillants, edulcorants, epaississants, aromatisants ou stabilisants. 

5 Les compositions steriles pour administration parenterale, peuvent etre de preference 
des solutions aqueuses ou non aqueuses, des suspensions ou des emulsions. Comme 
solvant ou vehicule, on peut employer l'eau, le propyleneglycol, un 
polyethyleneglycol, des huiles vegetales, en particulier rtiuile d'olive, des esters 
organiques injectables, par exemple l'oleate d'ethyle ou d'autres solvants organiques 

10 convenables. Ces compositions peuvent egalement contenir des adjuvants, en 
particulier des agents mouillants, isotonisants, emulsifiants, dispersants et stabilisants. 
La sterilisation peut se faire de plusieurs fa<?ons, par exemple par filtration 
aseptisante, en incorporant a la composition des agents sterilisants, par irradiation ou 
par chauffage. Elles peuvent egalement etre preparees sous forme de compositions 

15 solides steriles qui peuvent etre dissoutes au moment de l'emploi dans de l'eau sterile 
ou tout autre milieu sterile injectable. 

Les compositions pour administration rectale sont les suppositoires ou les capsules 
rectales qui contiennent, outre le produit actif, des excipients tels que le beurre de 
cacao, des glycerides semisynthetiques ou des polyethyleneglycols. 

20 Les compositions pharmaceutiques renfermant l'association telle que definie 
precedemment contiennent generalement 0.1 a 500 mg de compose. 

Les doses dependent de l ! effet recherche, de la duree du traitement et de la voie 
^administration utilisee; elles sont generalement de 0,1 a 500 mg par jour par voie 
orale pour un adulte de copmpose. 

25 D f une fa<?on generale, le medecin determinera la posologie appropriee en fonction de 
l'age, du poids et de tous les autres facteurs propres au sujet a traiter. 
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La presente invention concerne en outre un nouveau modele animal de la 
maladie de Parkinson exprimant la proteine CYP2D6-B a P exclusion de toute autre 
forme mutee ou sauvage et n' exprimant pas la proteine GSTML Plus precisement, la 
presente invention concerne un nouveau modele d' animal transgenique dans le 
5 genome duquel est insere au moins une sequence d'ADN exogene portant la mutation 
homozygote CYP2D6-B de telle sorte que la fonction du gene CYP2D6 est modifiee, 
et dont le gene GSTM1 est inactive. Encore plus precisement, la presente invention 
concerne un nouveau modele d' animal transgenique qui est knock-out (KO) ou knock- 
in (KI) pour CYP2D6 et qui est knock-out pour GSTM1 

10 On entend par animal transgenique tout animal non-humain presentant une 

modification artificielle de son genome. La modification du genome peut resulter 
d'une alteration ou d'une modification de un ou plusieurs genes par « knock-in » ou 
par « knock-out » (inactivation/modification de genes par recombinaison homologue). 
Cette modification peut etre due a Taction d' agents alterants ou mutagenes classiques 

15 ou bien effectuee par insertion stable d'une cassette d'expression permettant 
l'expression d'un gene hybride. En particulier, on peut par exemple operer selon des 
methodes identiques ou analogues a celles decrites dans les demandes WO 01/02552 
ou encore WO 01/13176. 

La modification du genome peut egalement resulter d'une insertion de gene(s) 
20 ou d'un remplacement de gene(s) dans sa (leur) forme sauvage ou mutee. 

Les modifications sont avantageusement effectuees sur des cellules souches 
reproductrices de telle sorte que P animal transgenique obtenu est KO ou KI pour 
CYP2D6 et KO pour GSTML 

A Pheure actuelle, la modification du genome en utilisant la technologie 
25 « knock-in » et « knock-out » est limitee a la souris comme modele du fait que seules 
les cellules souches (dites cellules « ES ») ayant la capacite de coloniser la lignee 
germinale issue de Pembryon de souris sont disponibles. Lorsque les lignees 
cellulaires ES seront etablies pour d'autres especes, ces technologies pourront 
facilement etre appliquees par Phomme de Part a ces autres especes pour generer des 
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modeles KO et/ou KL De plus, les approches basees sur rutilisation 
^oligonucleotides (ADN, ARN ou hybrides) seuls ou lies a des enzymes modifiant 
l 9 ADN/AKN, peuvent etre utilisees pour introduire une modification/mutation definie 
a un locus predetermine dans le genome. Meme des irradiations ou des mutagenes 
5 chimiques qui induisent des modifications aleatoires dans le genome peuvent etre 
employees s'ils sont combines avec un jeu efficace de marqueurs biologiques 
(phenotype) et avec une procedure de clonage positionnel a haut debit. 

L'approche la plus directe pour la modification du genome d' animaux de 
laboratoire (souris, rats, vaches, cochons, moutons...) est cependant Fintegration 

10 aleatoire de transgenes par microinjection d'ADN linearise dans un ou deux pronuclei 
d'ovocytes fertilises a l'etape de cellule unique (de preference pour eviter la 
generation d'animaux chimeriques bien que Finjection au stade deux cellules ou plus 
puisse egalement etre mise en oeuvre). En regie generate, un transgene est compose de 
deux parties : les elements de regulation qui imposent le controle spatio-temporel de 

15 F expression de FARN code par FADNc, et ledit ADN juxtapose (ADNc ou fragment 
genomique). Ces deux elements (F element de regulation et FADN codant pour la 
proteine desiree) peuvent etre homologues ou bien heterologues du genome cible. Les 
animaux transgeniques concernes sont d'une maniere generate choisis parmi les 
mammiferes non-humains. II peut s'agir par exemple de murins, a savoir les souris, 

20 les rats et les cobayes, de lapins, de chats, de chiens, d'ovins, ou encore de bovins. De 
preference, il s'agit de murins, de rats ou de lapins obtenus selon les techniques 
classiques de transgenese. D'autres objets de la presente invention sont des lignees de 
cellules souches et lignees de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules 
souches, dans le genome desquels est inseree au moins une sequence d'ADN exogene 

25 genomique portant la mutation homozygote CYP2D6-B et dont le gene GSTM1 est 
inactive. Les technologies mentionnees ci-avant peuvent etre appliquees pour generer 
des modeles animaux reproduisant les modifications genetiques trouvees chez les 
patients humains ou chez les individus « a risque » pour le developpement de la 
maladie de Parkinson. Succinctement, Fobtention des animaux transgeniques, des 



WO 03/012137 PCT/FR02/02761 

16 



lignees de cellules souches et lignees de cellules differenciees selon 1' invention 
consiste en un procede mettant en oeuvre les etapes suivantes : 

a) la generation d'animaux transgeniques exprimant la proteine CYP2D6-B 
humaine a F exclusion de toute autre forme sauvage ou mutee par insertion par 
recombinaison homologue d'un ADNc codant pour la proteine CYP2D6-B 
dans le gene correspondant de Panimal (Pinsertion du transgene est ciblee 
immediatement apres le promoteur du gene de P animal de fa<?on a imposer le 
profil d'expression correct au transgene et a empecher P expression du gene 
endogene de F animal : KO) ou bien par insertion de la mutation specifique 
decrite dans la presente invention correspondant au gene isofbrme CYP2D6-B 
humain dans le gene endogene de F animal (la modification est faite par 
recombinaison homologue dans les cellules souches : KI), 

b) la generation d'animaux transgeniques ayant la fonction de GSTM1 inactivee 
par coupure du gene animal homologue du gene GSTM1 humain par 
recombinaison homologue dans les cellules souches selon la technologie KO 
(ideaiement, la cassette de coupure est ciblee de fa£on a remplacer la partie 3' 
du promoteur et du premier exon codant afin d' empecher toute possibility 
d'obtenir des versions tronquees ou des isoformes d'epissage du gene animal), 

c) la generation d'animaux double transgeniques en introduisant les 
20 modifications decrites ci-avant en a) et en b) dans leur genome. 

Les animaux doubles transgeniques ainsi obtenus reproduisent le genotype 
observe chez les patients atteints par la maladie de Parkinson ou « a risque ». Le 
controle du genotype pour CYP2D6 et GSTM1 de F animal nouveau-ne ainsi obtenu 
peut etre effectue en utilisant les techniques deja decrites ci-avant 5 notamment en 
25 utilisant une reaction d' amplification (PGR) et/ou de Southern. 

Selon une variante de la presente invention, lesdits animaux transgeniques 
peuvent en outre exprimer une autre ou des autres proteine(s) peu ou pas actives et qui 
a/ont ete determinee(s) comme etant impliquee(s) dans la maladie de Parkinson (par 
exemple la proteine Parkine). 

30 De tels animaux transgeniques sont particulierement interessants car ils 

fournissent un modele avantageux pour la comprehension de la maladie de Parkinson 
qui reproduit tres fidelement les caracteristiques de la maladie de Parkinson. En 
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comparaison des modeles connus, ce modele permet notamment la mise en evidence 
de composes particulierement adaptes au traitement de la maladie de Parkinson, 
notamment telle que decrite chez l'homme. Ces composes peuvent etre des molecules 
chimiques, des molecules peptidiques ou proteiques, des anticorps, des molecules 
5 chimeriques ainsi que des ADNs antisens ou des ribozymes. 

Les composes ainsi mis en evidence peuvent etre utilises comme medicament, 
tels quels ou en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable afin 
d'obtenir une composition pharmaceutique. II peut s'agir en particulier de solutions 
salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium 

10 ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou de 
compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau 
sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 
Les injections pouvant etre r^alisees par voie stereotaxique, topique, orale, 
parenterale, intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 

15 transdermique, etc. 

La mise en evidence des composes decrits precedemment repose sur la mise 
en contact, notamment par une administration telle que par exemple une injection, du 
modele animal de l'invention avec un compose ou un melange de composes 
suppose(s) avoir une action et de mesurer ensuite le ou les effet(s) des composes 
20 notamment au niveau cerebral du modele sur differents changements biochimiques 
et/ou histologiques. 

Outre le fait de pouvoir tester in vivo des composes therapeutiques permettant 
de prevenir, d'attenuer ou de guerir la maladie de Parkinson, ces animaux 
transgeniques permettent egalement de disposer d'un modele animal de la maladie de 
25 Parkinson utile pour cribler des facteurs environnementaux qui induisent ou accelerent 
la pathogenese, ou encore pour etudier le comportement lors du developpement de la 
maladie et etudier les divers mecanismes biologiques qui sont impliques, par exemple 
dans le but de 1 5 etude de nouveaux medicaments ou la determination des quantites 
efficaces de medicaments et de la toxicity. Ainsi, un autre objet de la presente 
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invention concerne Putilisation d'un animal transgenique, de lignees de cellules 
souches ou de lignees de cellules differenciees tels que definis ci-avant pour tester 
Pactivite de composes ou de methodes destinees a prevenir et/ou traiter la maladie de 
Parkinson. Un autre objet de Pinvention concerne une cellule extraite des animaux 
5 transgeniques tels que decrits precedemment ainsi que son utilisation pour la mise en 
evidence de composes destines au traitement de la maladie de Parkinson. 

La mise en evidence de composes decrits precedemment repose sur la mise en 
contact de cellules extraites du modele animal de Pinvention avec un compose ou un 
melange de composes suppose(s) avoir une action et de mesurer ensuite le ou les 
10 effets des composes au niveau des cellules entieres, dans des homogenats de cellules 
ou sur une fraction sub-cellulaire, sur differents parametres tels que la mort cellulaire 
par exemple. 

Outre les dispositions qui precedent, la presente invention comprend egalement 
d'autres caracteristiques et avantages qui ressortiront des exemples et figures qui 
15 suivent, et qui doivent etre consideres comme illustrant Tinvention sans en limiter la 
portee. 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Etude du genotype pour CYP2D6 et GSTM1 d ans un echantillon de 
103 patients 

20 103 patients (54 hommes et 49 femmes) sans liens de parentes entre eux et 

tous atteints de la maladie de Parkinson ont ete recrutes dans des hopitaux et cliniques 
de la region Champagne- Ardenne en France. 

La maladie de Parkinson avait ete cliniquement diagnostiquee pour tous ces 
patients selon les criteres acceptes en la matiere, a savoir la presence d'au moins 2 des 
25 caracteristiques principales de la maladie de Parkinson : tremblements, bradykinesie 
(pauvrete des mouvements), rigidite musculaire et deterioration des reflexes. Tous les 
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patients reagissaient positivement a la L-dopa. La moyenne d'age des patients au 
debut de la maladie etait de 65,7 ans (ecart : 25-88 ans). 

10 ml de sang ont ete obtenus de chaque patient, apres consentement eclaire. 
L'ADN genomique a alors ete isole des leucocytes peripheriques, en utilisant une 
5 procedure standard de digestion a la proteinase K et d'extraction phenol-chloroforme. 

1. Methode moleculaire 

Une combinaison de Southern Blotting, de PCR et de RFLP des produits de la 
PGR a ete employee pour 1'analyse du genotype de CYP2D6 qui compte 5 mutations 
alleliques differentes entramant une deficience metabolique : 

10 la mutation CYP2D6-D (D6*5) a ete detectee apres restriction par 



P enzyme X&al par hybridation Southern Blotting avec une sonde 
d'ADNc humain CYP2D6 (Gaedigk et al, Am. J. Hum. Genet, 1991, 48, 
pp. 943-950), 



15 



la mutation CYP2D6-B (D6*4) a ete detectee par simple PCR et RFLP du 
produit de la PCR avec 1' enzyme Mval (Gough et al., Nature, 1990, 347, 
pp. 773-776), 



la mutation CYP2D6-T (D6*6) a ete detectee par simple PCR et RFLP du 
produit de la PCR avec Penzyme Bsrl (Saxena et al., Hum. Mol Genet., 
1994, 3, pp. 923-926), 
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- Les mutations CYP2D6-A (D6*3) et CYP2D6-C (D6*9) ont ete detectees 
a l'aide de primers originaux specifiques de sequence SEQ ID N°l [5'- 
GATGAGCTGCTAACTGAGCCC-3 ' et SEQ ID N°2 5'- 
GCAAGGTCCTACGCTTCCAA-3 ' pour CYP2D6-A (D6*3) et SEQ ID 
N°3 5'-CCGTTCTGTCCCGAGTAT-3 5 et SEQ ID N°4 5 5 - 
GGCTATCACC AGGTGCTG-3 ' pour CYP2D6-C (D6*9)] et par RFLP 
avec 1' enzyme Mspl. 
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La deletion du gene GSTM1 a ete determinee par PGR de l'ADN genomique 
en utilisant la methode decrite par Brokmoller et al. (Cancer Res., 1994, 54, pp. 4103- 
4111). 

2. Genotype pour GSTM1 et CYP2D6 

5 Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau 1 ci-dessous. Ce tableau 

resume le genotype pour CYP2D6 et GSTM1 chez les 103 patients etudies. « wt » 
signifie « wild type allele » (allele sauvage) et les chiffres 3, 4 5 5, 6 et 9 correspondent 
respectivement aux mutations CYP2D6-A, CYP2D6-B, CYP2D6-D, CYP2D6-T et 
CYP2D6-C. En outre le symbole « (-) » signifie que le gene GSTM1 presente une 
10 deletion homozygote ? et le symbole « (+) » signifie que le gene GSTM1 ne presente 
pas une deletion homozygote. 
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Gene 


Genotype (%) 


CYP2D6 


wt/wt wt/4 4/4 wt/5 wt/3 wt/9 4/5 . 4/9 wt/6 
49(48,5) 30(28,2) 7(6,8) 6(5,8) 4(3,9) 4(3,9) 1 (1) 1 (1) 1 (1) 


GSTM1 


GSTM1 GSTM1 

(-) (+) 
51 (49,5) 52(50,5) 



Tableau 1 : Genotypes pour CYP2D6 et GSTM1 chez les patients atteints de la 

maladie de Parkinson 



53 des patients atteints de la maladie de Parkinson de la serie presentent au 
5 moins une mutation allelique de CYP2D6 (soit 51,5 %), les autres patients ayant un 
genotype sauvage (« wt/wt »). Le genotype mutant le plus frequent est wt/4 
(CYP2D6-B) dans 28,2 % des cas, 7 patients etant homozygotes 4/4. Les mutants 
heterozygotes autres que wt/4 (c'est-a-dire wt/3 ou 9 ou 5 ou 6) concernent un total 
de 14,6 % des patients de la serie, les patients heterozygotes ayant les 2 alleles du 
10 gene CYP2D6 mutees (c'est-a-dire 4/9 et 4/5) representant 2 % des cas. 

L'allele le plus frequent de la s6rie est CYP2D6-B (D6*4) dans 21,8 % des 
cas, les autres mutations ne representant que moins de 5 % des cas. 

Si on designe par p la frequence de l'allele sauvage (« wt ») et par q celle de 
l'ensemble des alleles mutants (homozygotes 4/4, heterozygotes 4/9 et 4/5), les 
15 frequences genotypiques au polymorphisme CYP2D6 sont en equilibre de Hardy- 
Weinberg complet (X 2 = 0) dans la serie. L' equilibre de Hardy- Weinberg est 
egalement respecte pour Tallele CYP2D6-B seul dans la serie (X 2 = 0 5 98) ainsi que 
pour tous les autres alleles mutants de CYP2D6 consideres separement. II n'y a done 
pas de biais selectif ou d'echantillonnage dans cette serie de patients. 

20 51 patients (49,5 %) des patients presentent une deletion homozygote du gene 
GSTM1. La technique de PCR utilisee dans la presente etude ne permet pas de 
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differencier les patients ne presentant pas de deletion de GSTM1 des patients 
presentant seulement une deletion heterozygote de GSTML 

Si on designe par p la frequence allelique (-) dans la serie de patients etudiee 
et par q la frequence d'alleles non-deletes, Papplication de Pequilibre de Hardy- 
5 Weinberg donne p 2 = 0,495 (p = 0,704), q (= Up) = 0,296, 2pq = 0,417 et q 2 = 0,088. 
La frequence allelique p est done de 70%, et la frequence des heterozygotes attendus 
est de 42%. 

3. Interaction entre les alleles GSTM1 et CYP2D6 

Les sujets presentant une deficience metabolique de CYP2D6 (appeles sujets 
10 « PM » pour « Poor Metabolizer ») sont defmis comme etant les sujets ayant les deux 
alleles mutes (e'est-a-dire a la fois les mutants homozygotes et egalement les mutants 
heterozygotes composites). Dans la serie des 103 patients atteints de la maladie de 
Parkinson, 9 patients sont PM (7 homozygotes 4/4, un heterozygote composite 4/5 et 
un 4/9). 

15 CYP2D6 et GSTM1 ne sont pas genetiquement lies, du fait de leur 

localisation sur des chromosomes differents (le chromosome 22 et le chromosome 1 
respectivement). II n'est possible d'etudier leur interaction statistique que par une 
etude des cas par rapport au hasard, puisque cette interaction chez les temoins n'a pas 
ete etudiee. Le tableau 2 resume le rapport de risque (RR) entre les patients presentant 

20 une deletion homozygote de GSTM1 et qui sont PM pour CYP2D6 : 
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Gene 


GSTM1 


CYP2D6 


P{%) 


RR 


Genotype 


(-) 


PM 


8 (7,8 %) 


0,16 




(-) 


non-PM 


43 (41,7 %) 


0,84 




(+) 


PM 


1 (1,0 %) 


0,02 




(+) 


non-PM 


51 (49,5%) 


1 



Tableau 2 : Effets polymorphiques combines des genotypes GSTM1 et CYP2D6 
chez les patients atteints de la maladie de Parkinson et leur rapport de risque 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

Le rapport de risque des patients d'etre 0/1 [PM/(-)] est : RR 0 i = 8/5 1, 
5 le rapport de risque des patients d'etre 0/0 [non-PM/(-)] est : RR 0 o = 

43/51 et 

le rapport de risque des patients d'etre 1/1 [PM/(+)] est : RR n = 1/51, 

L'ecart par rapport a la simple interaction multiplicative entre les deux genes a 
ete calcule de la fa<;on suivante : RR u /(RRqi*RRio) = 9,50 dans le cas present. 

10 Cette valeur est superieure a 1, ce qui indique qu'il existe un effet synergique 

entre la deletion homozygote de GSTM1 et les sujets deficients metaboliquement 
pour CYP2D6 (le test exact de Fisher donne p = 0,016), et Pinteraction est 
statistiquement significative au seuil de 5%. 

Le meme calcul a ete realise pour etudier l'eventuelle interaction entre la 
15 deletion homozygote de GSTM1 et le seul allele D6*4(B) (allele mutant de CYP2D6 
le plus frequent). Le rapport RR entre les patients presentant la deletion homozygote 
de GSTM1 et presentant au moms un allele D6*4 donne : RR = 2,18 et le test de 
Fisher donne p = 0,069 (a la limite du significatif au seuil de 5%). 
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Exam ple 2 : procede d'ob tention d'u ne souris tranggeniqiie 

1. Generation d'une souris transgenique exprimant la proteine humaine 
CYF2D6-B 

La mutagenese de CYP2D6-B humaine est faite via Putilisation d'un systeme 
5 de mutagenese in vitro comrne le Sculptor™ (Amersham, France). La region codante 
de CYP2D6-B, incluant un motif consensus Kozak, est sous-clonee dans un vecteur 
de clonage du type Bluescript (Stratagene) et les mutations sont introduites selon le 
protocole fourni par le fabricant via Putilisation d 5 oligonucleotides contcnant la 
mutation desiree. Les sequences mutees sont a verifier par analyse de sequence. 

10 2. Generation et identification des souris transgeniques CYP2D6-B 

Pour la construction du transgene, TADNc codant pour la CYP2D6-B mutee 
humaine est sous-clonee dans le polylinker d'un vecteur d 5 expression transgenique 
ubiquitaire comme le HMG (Czech et al., 1997) ou specifique de certains tissus/types 
cellulaires comme le THYI (Luthi et al., J. Neuroscience, 17, pp. 4688-99), NSE, 

15 PDGF, ou encore prion. Un kit de preparation de plasmide (Qiagen) est utilise pour 
preparer de l'ADN superenroule. Pour la microinjection, les sequences du vecteur 
sont a eliminer par digestion avec une enzyme de restriction definie, laissant intacte la 
totalite du transgene et le separant des sequences inutiles du vecteur de clonage. 
Ensuite, le fragment contenant la cassette d' expression est purifie par electrophorese 

20 sur un gel d' agarose. 

Les aliquotes destines a la microinjection sont dialyses contre un tampon TE 
(10 mM Tris pH 7 ? 4 ; 0,1 mM EDTA) sur un filtre flottant (Millipore ; type de 
membrane : VS ; 0,025 jam) puis filtres (Spin-X ; Costar ; membrane polyacetate ; 
0,22 jam). L'ADN est dilue a la concentration finale de 1-2 ng/|ul pour la 
25 microinjection. Le fragment purifie est injecte dans un des deux pronuclei des 
ovocytes fertilises de souris. Les embryons survivants sont immediatement 
transplantes dans l'oviducte de meres adoptives (« pseudopregnant »). La presence du 
transgene chez les nouveau-nes est determinee soit par PGR soit par une analyse en 
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Southern, en utilisant des sondes/sequences specifiques. Par V ensemble de ces 
analyses, tout rearrangement majeur ou deletions du transgene dans les fondateurs et 
leur descendance peuvent etre exclus. 

3. Generation d'animaux transgeniques comportant la proteine humaine 
5 CYP2D6-B dans leur genome 

On utilise la technologie de recombinaison homologue dans les cellules 
souches pour introduire le gene CYP2D6-B a la position predefinie desiree dans le 
gene de la souris. Les amorces et echantillons decrits dans la presente invention 
peuvent etre facilement utilises pour cribler des librairies genomiques isogeniques de 

10 souris (librairies lambda, BAG, YAC ...) afin d'isoler et de doner le gene 
correspondant de la souris. Ledit gene de la souris est caracterise pour son 
organisation genomique et sa sequence en utilisant les techniques standard connues 
de Fhomme de Tart (cartographie des sites de restriction, sequen9age, outils 
bioanalytiques) afin de definir la place exacte ou l'ADNc humain doit etre insere pour 

15 obtenir le profil ^expression de l'ADNc humain desire tout en interrompant 
definitivement T expression du gene murin. Une fois la position exacte identifiee, on 
construit un vecteur de ciblage standard pour les cellules souches (c'est-a-dire un 
vecteur ayant des marqueurs pour la selection des evenements desires, lesdits 
marqueurs etant tous bien connus de l'homme de Part specialiste du domaine). 

20 Rapidement, une cassette de selection (gene de resistance a un antibiotique) est mise 
en limite des extremites 3 5 et 5' des fragments d'ADN genomique de la souris (2- 
6 kb) identiques aux extensions 3' et 5 5 de la sequence du gene murin CYP2D6-B 
situe immediatement apres le site d ? insertion selectionne. 

Sur la base de la connaissance du gene de la souris, un vecteur de controle 
25 positif pour le criblage des cellules souches recombinantes est genere (le vecteur 
reproduit le locus du gene murin une fois l'integration reussie) afin d'optimiser et 
valider la procedure de criblage a haut debit. 

Conformement aux procedures standards, PADN est purifie pour les essais de 
ciblage. Le vecteur de ciblage est introduit dans les cellules souches en utilisant des 
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techniques d'electroporation standardises, apres quoi les clones de cellules souches 
sont soumis a une procedure de criblage sequentiel (antibiotiques) de fagon a 
favoriser les clones de cellules souches portant la recombinaison desiree. En general, 
le criblage prend environ 2 semaines. Les clones des cellules souches resistants sont 
5 cribles par PGR et/ou Southern. 

Les clones des cellules souches ayant la recombinaison desiree sans autre 
modification detectable dans leur genome sont developpes de fapon a obtenir 
suffisarnment de cellules. Puis, lesdites cellules sont injectees dans des embryons de 3 
jours et demi obtenus d'une femelle ayant ovule naturellement. Les blastocytes 
10 survivants (comportant les cellules souches) sont implantes dans une femelle 
receveuse qui permettra le developpement des blastocytes a leur terme et donnera 
naissance a des souriceaux nouveau-nes composes de cellules provenant des 
blastocytes hotes et des clones de cellules souches. Ce type d' animal est appele 
« animal chimere ». 

15 Ces chimeres (de preference des males puisque la plupart des lignees de 

cellules souches sont obtenues de souris males) sont « mariees » avec des souris de 
type sauvage de fapon a obtenir des animaux heterozygotes pour la modification. 
L'elevage d'animaux heterozygotes entre eux permet de generer des animaux 
homozygotes. 

20 4. Generation d'animaux transgeniques comportant la mutation de la 

proteine humaine CYP2D6-B dans leur gene correspondant 

De la meme fapon que decrit precedemment, le gene murin est isole et 
caracterise. Pour ce type de modification , il est essentiel de comparer le gene humain 
et le gene murin de fapon a identifier la position exacte ou le point de mutation trouve 
25 chez l'homme doit etre introduit dans le gene murin. Une bioanalyse est essentielle a 
cette etape. A la fin, le vecteur de ciblage est elabore et assemble de la meme fa?on 
que decrit ci-avant. Apres recombinaison homologue reussie, rien d 5 autre que le point 
de mutation desire n 5 a change dans la sequence codante du gene murin. Certains 
marqueurs de selection peuvent rester dans un intron, mais ils n'ont en general aucune 
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influence sur l'expression du gene. Si necessaire, ils peuvent etre elimines en utilisant 
une seconde generation de vecteurs de ciblage incluant des elements de 
reconnaissance recombinase. Une fois la construction assemblee, les etapes sont 
identiques a celles de la procedure decrite precedemment. 

5 5, Generation d'animaux transgeniques dont le gene GSTM1 est inactive 

On procede de fa<?on analogue aux procedures decrite pour le gene CYP2D6- 
B. Des amorces et echantillons specifiques sot utilises pour isoler et doner 
l'homologue GSTM1 de la souris. Lorsque la structure et la sequence pertinente du 
gene GSTM1 de la souris sont etablies, la localisation la plus appropriee dans le gene 
10 pour permettre d'inactiver definitivement le gene est identifiee. Le vecteur de ciblage 
est alors assemble et introduit dans les cellules souches. Les cellules sont criblees et 
les animaux transgeniques obtenus comme precedemment. 

6. Generation des animaux double transgeniques 

Les animaux transgeniques sont obtenus et identifies selon des procedures 
15 standard deja decrites (e.g. « Manipulating the Mouse Embryo » ; Hogan et al CSH 
Press ; Cold Spring Harbor. N.Y.). 

7. Analyse par Western blot 

Le tissu cerebral de souris transgeniques et de souris controles non 
transgeniques (littermate) est homogenise sur de la glace dans une solution de sucrose 

20 0,32 M contenant des inhibiteurs de protease (Complete™, Boehringer-Mannheim, 
Allemagne). Les debris cellulaires sont elimines par centrifugation a 4°C pendant 5 
minutes a 1500g. La concentration en proteines dans le surnageant est mesuree a 
l'aide du test de proteine BCA (Pierce, USA). Pour la detection de CYP2D6-B ou 
GSTM1, 25 |ng d'extrait proteique sont incubes a 56°C pendant 20 minutes dans du 

25 tampon de depot Laemmli contenant de l'uree a 8 mM et du dithiothreitol a 50 mM. 
Pour la detection de CYP2D6-B et de GSTM1, 25 jxg d'extrait proteique sont 
denatures a 95°C pendant 10 minutes dans 30 jal du tampon standard de depot 
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Laemmli. Les proteines sont fractionnees par electrophorese sur gel polyacrylamide 
(SDS-PAGE). Apres transfert des proteines sur filtre de nitrocellose (Amersham, 
France), le filtre est chauffe dans du PBS pendant 5 minutes afin d'augmenter la 
sensibilite, et immediatement sature avec 5 % (poids/volume) de lait ecreme en 
5 poudre dans du TEST a 850 mM (Tris-HCl pH 8,1, 150 mM NaCl, 0,05 % (vol/vol) 
Tween 20) pendant 1 heure et incube la nuit a 4°C avec l'anticorps primaire en 
tampon TEST seul. La liaison de l'anticorps est detectee avec un anticorps anti-IgG 
conjugue a la peroxidase de Raifort (Amersham, France) suivi d'un systeme de 
detection par chemiluminescence (Amersham, France) selon les instructions du 
10 fabricant. Pour la detection de CYP2D6-B ou GSTM1, les anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux sont a utiliser dans des conditions faciles a etablir par 1'homme de Tart. 

8, Manipulation des animaux 

Les animaux doivent etre heberges dans des conditions de temperature et 
d'humidite controlees et soumis a un cycle de 12 heures de jour/ 12 heures de nuit 

15 (lumiere 7 :00 EST). Les animaux ont libre acces a Talimentation et a l'eau. Les 
experiences menees sur ces animaux sont a realiser avec l'accord du Comite 
d'Ethique d'Aventis Pharma sur le soin et Tutilisation des animaux, en conformite 
avec les standards du « Guide for the care and use of laboratory animals » (National 
Research Council ILAR) et dans le respect des reglements fran?ais et de la directive 

20 GEE. 

9. Neurohistopathologie 

9,1, Preparation du tissu cerebral 

Les souris doivent etre profondement anesthesiees (Pentobarbital: 60 
mg/ml/kg i.p. 5 Ketamine: 40 mg/ml/kg i.p.) puis perfusees en transcardiaque avec du 
25 serum physiologique puis du paraformaldehyde (4% dans du PBS). Les cerveaux sont 
ensuite preleves puis postfixes dans la meme solution de fixation 24 heures a 4°C. 
Apres la fixation, les cerveaux sont separes en hemicerveaux droit et gauche puis 
soumis au protocole classique d'enrobage dans la paraffme. 
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Les hemicerveaux gauches enrobes dans la paraffine des souris transgeniques 
et non transgeniques, et egalement des blocs de tissu de cerveau humain postmortem 
(cortex frontal) de sujets atteints par la maladie de Parkinson et d f un sujet controle 
sont coupes a 6 \xm d'epaisseur (coupes seriees), via l'utilisation d f un microtome 
5 (LEICA RM 2155, France). Les blocs de tissu correspondants aux hemicerveaux 
droits des souris transgeniques et non transgeniques sont coupes a une epaisseur de 25 
(Ltm. 

Pour chaque experience d'immunohistochimie, les coupes de cerveaux doivent 
d'abord etre deparaffinees avec du xylene et deshydratees dans de Tethanol 100 %. 

10 Les coupes sont ensuite incubees dans de l'eau oxygenee (1% dans du methanol) afin 
de bloquer les activites peroxidasiques endogenes, rincees dans de Tethanol et du 
tampon citrate (citrate de sodium a 10 mM, pH 6) et finalement placees dans un 
micro-ondes (6 SOW, Whirlpool) pendant 2 fois 5 minutes dans la solution de citrate. 
Pour les experiences d'immunomarquage des proteines CYP2D6-B et GSTM1, les 

15 coupes sont soumises a une etape supplemental d'incubation de 3 minutes dans 
Facide formique a 80%. 

9.2. Marquage immuno-enzymatique 

Apres une incubation de 30 minutes dans du tampon de blocage (serum 
normal de chevre (Chemicon) a 10% dans du PBS contenant 0,1% de triton (Sigma)), 

20 les coupes de cerveaux deparaffinees sont incubees dans la solution d'Ac primaire 
(toute la nuit a 4°C). Apres rinfages, les coupes sont mises en presence de l'Ac 
secondaire biotinyle (pendant 2 heures a temperature ambiante) puis en presence du 
complexe avidin-biotin peroxidase selon les instructions du fabricant (Kit ABC 
Vectastin, Laboratoires Vector, Burlingame, CA). La 3-3 ? -diaminobenzydine est 

25 utilisee comme chromogene pour Tenzyme peroxidase. 

Pour les experiences de preabsorption, TAc anti-Bax (anticorps PI 9, Santa 
Cruz) est incube avec le peptide synthetique Bax (Controle peptide PI 9, Santa Cruz ; 
concentrations du peptide testees: 0,002 et 0,02 et 0,2 mg/ml) pendant au moins 12 
heures avant d'etre utilise selon le protocole d'immunobistochimie decrit 
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precedemment. L'Ac anti-cytochrome C (7H8.2C12, Pharmingen) est incube selon le 
meme protocole avec du cytochrome C purifie exogene de coeur de cheval ou de rat 
(Sigma) (concentrations des proteines purifiees testees: 0,01 et 0,1 mg/ml). 
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REVENDICATIONS 

1. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
caracterisee en ce qu'elle comprend une ou plusieurs etapes, simultanees ou non 5 de 
detection de la presence conjointe de la mutation homozygote CYP2D6-B et de la 

5 deletion homozygote de GSTM1 . 

2. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon la revendication 1, caracterisee en ce que lesdites etapes de detection sont 
effectuees directement ou indirectement a partir d'echantillons biologiques, et 
simultanement ou non pour chacun des deux genes CYP2D6-B et GSTM1. 

10 3. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon la revendication 2, caracterisee en ce que lesdits echantillons biologiques sont 
des echantillons contenant des cellules nucleees. 

4. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon les revendications 2 ou 3, caracterisee en ce que lesdits echantillons biologiques 

15 sont des echantillons de sang, de sperme ou de cheveux. 

5. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon Pune des revendications precedentes, caracterisee en ce que les etapes de 
detection sont des etapes de detection de la seule presence ou non de la proteine 
CYP2D6-B a 1' exclusion de toute autre forme mutee ou sauvage, et de la presence ou 

20 de Pabsence de la proteine GSTM1, ou bien des etapes de detection de la presence ou 
de 1' absence de l'ADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et de l'ADN 
presentant la deletion homozygote de GSTM1. 

6. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon la revendication 5, caracterisee en ce que lesdites etapes de detection de la 

25 presence ou de Pabsence des ADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et 
presentant la deletion homozygote de GSTM1 sont effectuees par combinaison des 
techniques de Reaction de Polymerisation en Chaine (« PGR »), de Southern Blotting, 
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de Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction (« RFLP »), et/ou de 
sequen9age direct. 

7. Methode de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson chez un sujet 
selon la revendication 5, caracterisee en ce que lesdites etapes de detection de la seule 

5 presence ou non de la proteine CYP2D6-B a 1' exclusion de toute autre forme mutee 
ou sauvage, et de la presence ou de 1' absence de la proteine GSTM1 sont effectuees 
par des reactions immunologiques mettant en oeuvre des anticorps specifiques. 

8. Methode d'analyse d'echantillons biologiques preleves sur un sujet caracterisee en 
ce que : 

10 a) on determine le genotype pour CYP2D6 et GSTM1 , 

b) on convertit les donnees obtenues en a) afin de pronostiquer le risque dudit 
sujet de developper la maladie de Parkinson et Pefficacite de traitements 
therapeutiques envisageables pour cette maladie. 

9. Kit de diagnostic ou de pronostic de la maladie de Parkinson caracterise en ce qu'il 
15 comprend les differents elements necessaires pour effectuer la detection de la 

presence ou de 1' absence des ADN portant la mutation homozygote CYP2D6-B et 
presentant la deletion homozygote de GSTM1, ou pour effectuer la detection de la 
seule presence ou non de la proteine CYP2D6-B a Pexclusion de toute autre forme 
mutee ou sauvage, et de la presence ou de l'absence de la proteine GSTM1, 
20 individuellement ou melanges. 

10. Animaux transgeniques, lignees de cellules souches et lignees de cellules 
differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, dans le genome desquels est 
inseree au moins une sequence d'ADN exogene genomique portant la mutation 
homozygote CYP2D6-B et dont le gene GSTM1 est inactive. 

25 11. Animaux transgeniques, lignees de cellules souches et lignees de cellules 
differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, selon la revendication 10 qui 
sont knock-out ou knock-in pour le gene CYP2D6 et knock-out pour le gene GSTM1 . 
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12. Animaux transgeniques selon Tune des revendications precedentes caracterises en 
ce qu'ils sont choisis parmi les mammiferes non-humains. 

13. Procede d'obtention d'animaux transgeniques, de lignees de cellules souches et de 
lignees de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, selon Tune 

5 des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il comprend 

a) la generation d' animaux transgeniques, de lignees de cellules souches et de 
lignees de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, exprimant 
la proteine CYP2D6-B humaine a 1' exclusion de toute autre forme sauvage ou mutee, 

b) la generation d' animaux transgeniques, de lignees de cellules souches et 
10 lignees de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, ayant la 

fonctionGSTMl inactivee, 

c) la generation d* animaux double transgeniques, de lignees de cellules souches 
et de lignees de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, 
comportant dans leur genome les deux modifications decrites en a) et en b). 

15 14. Utilisation d' animaux transgeniques, de lignees de cellules souches et de lignees 
de cellules differenciees a partir de ces lignees de cellules souches, selon Tune des 
revendications 10 a 12 pour tester Pactivite d'agents ou de methodes destines a 
prevenir et/ou traiter la maladie de Parkinson. 

15. Cellule extraite d'animaux transgeniques tel que decrit dans Tune des 
20 revendications 10 a 12. 

16. Utilisation d'une cellule telle que decrite dans la revendication 15 pour lamise en 
evidence de composes destines au traitement de la maladie de Parkinson. 

17. Methode de traitement de la maladie de Parkinson caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

25 -une ou plusieurs etapes, simultan&s ou non, de detection de la presence conjointe de 
la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de GSTM1 chez 
un sujet, et 
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-l 5 administration d'un compose, ou d'un melange de composes connus pour leur 
activite a l'encontre de la maladie de Parkinson chez un sujet presentant 
conjointement la mutation homozygote CYP2D6-B et la deletion homozygote de 
GSTM1. 

5 

18. Utilisation d'un compose, ou d'un melange de composes connus pour leur activite 
a l'encontre de la maladie de Parkinson pour la fabrication d'un medicament pour le 
traitement d'un sujet atteint par la maladie de Parkinson, chez lequel la presence 
conjointe de la mutation homozygote CYP2D6-B et de la deletion homozygote de 
10 GSTM1 a ete mise en evidence prealablement au traitement. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> A VENT IS PHARMA SA 

<120> METHODE DE DIAGNOSTIC ET DE PRONOSTIC DE LA MALADIE DE 

PARKINSON 
<130> DIAGNOSTIC PARKINSON 

<140> 
<141> 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 1 

gatgagctgc taactgagcc c 21 



<210> 2 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 2 

gcaaggtcct acgcttccaa 20 



<210> 3 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 3 

ccgttctgtc ccgagtat 18 



<210> 4 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 



<400> 4 

ggctatcacc aggtgctg 



18 



